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論 文 内 容 要 旨
1緒 言
PCp(pentachlorophenol)は,わ が国で過去 に大量 使用 され た水田用除草剤
で,土 壌中では湛水条件あるいは畑地条件にお いて も比較 的短期間に分解 され,
これ には微生物 が重要な役割を果 して いることが認め られている。そ して土壌 か
ら数種のPCP分 解 菌が分離 されて いるが,こ のよ うな微生物 によ るPCPの 代
謝や その反応機 構を研究 した例は少 な く,PCPの 分解経路 は必ず しも明確に さ
れて いない。
本研究では,ま ず畑地条件の土 壌における好気的なPCPの 分解 にっいて明 ら
か に し,pぎ に こ の 土 壌 か らPCPを 炭 累 源 に し て 生 育 す る 菌Ps働4σ71zoπ αssp.
とPCPを 炭 素 源 と して 利用 しな い が,PCPを メチ ル化 して不 活 性 化 す る 菌
吻 σoδαc惚 γi襯sp.が 分離 され たの で,こ れ らの菌 に よ るPCPの 代謝 を生 菌
レベ ルで 検 討 し,新 しい代 謝 経 路 を提 起 す る と と もに,メ チ ル化 にっ い て は酵 素
レベ 世 の検 討 を加 え て ・そ の反 応 機 構 を明 らか に した。
一2一
鉦 結 果
1.土 壌 中 にお けるPCPの 分解
数種の土壌 にPCPを 添加 し,水 分 を畑地条件 に調整 して培養 したとき,い ず
れの土壌で もPCPは 比較的短期間 に消失 した(第1図)。 この消失 はPCPを
土壌 に くり返 し添加す ると速 くな り,土 壌をオー トク レープ殺菌 あるいは各種殺
菌剤処 理す るこ とにより,ま た土壌 を湛水条件 にす ることによ って抑制 され るこ
とか ら,好 気 的な微生物の関与す る分解 であると推定 した。土壌 を酸性 下で水蒸
気蒸留 した留分 にはpCPの み検 出され,脱 塩素化 された クロロフェノール類 は















第 玉図PCPを 各 種 の 土壌 に連 続 添 加 した と きのPCPの 消 失速 度 の変 化
(矢 印 はPCPの 添加 時 期 を示 す)
っ ぎに,ベ ンゼ ン環 を14C標 識 したPCP-14Cを 土 壌 に 添 加 しそ 分解 生 成 物 を
調 べ た結 果,PCP一 玉4Cの 分 解 に とも な い急速 な14CO,の 生 成 が 認 め られ た(第
2図)。 そ して,PCPJ4Cが ほぼ90%分 解 した時 点 で そ の35%は 正4CO2に 変化
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し,残 りの14Cは 水溶性 あるいは不溶
性の形で土 壌に存在 していることを明
らか に した。
これ らの結果か ら,畑 地条件の土壌
でPCPは 微生 物によ って比較的容易
にベ ンゼ ン環の開裂 を うけて分解消失



















乳PCPを 炭素源 として利肘 る菌 ・gr.4d。y。6810
Ps働do㈱%αs.sp.に よ るPCPの 代謝 第2図 土 壌 中 にお け るPCP-14Cの 分
解 と14CO2の 生 成土 壌 中 で のPCP分 解 諸 過 程 の 中で
CO2に まで 分解 され る過 程 が 主要 な過 程 の 一 っ で あ る こ とを 前節 で 推 定 で き た の
で,こ の 過 程 に関与 す る分 解 菌 を土 壌 か ら分離 し,こ の 菌 に よ るPCPの 代 謝 を
検 討 した。 分解 菌 はPCPを 唯一 の 炭 素 源 とす る培 地 で 集 積培 養 した 後 単 離純 化
し,そ の 菌学 的諸 性 質 か らPsθ%do脚 πα8sp.と 同定 した。 この 菌 をPCP一 無 機
塩 培 地 で 培養 した とき,培 養 液 中 のPCPに 由来 す るUV吸 収 は培 養 経 過 と と も
に減 少 し,そ れ に ともな いClイ オ ンの 生 成 が認 め られ た。 しか し,培 養 液 中 の
UV吸 収 の変 化 に よ らて ば か りで な く,ガ ス ク ロマ トグ ラフ ィー に よ って も分解
中 間 代 謝 物 は確 認 され な か った 。 そ こで つ ぎに大 量 培 養 した この菌 の 洗 浄 菌 体 を
用 いて,よ り短 時 間 にお げ るPCPの 分 解 を検討 した。PCPは この洗 浄 菌 によ
って 急 速 に 分解 さ れ,そ れ に と もな い培 養 液 中 に ほ ぼ 当量 のC1句 イオ ンが 検 出 さ
れ た 。ま た,中 間 代 謝 物 と して 微量 のte七rachlorocatecho1(TCC)お よ び
tetrachlorohydroqu瓶one(TCHQ)が 生成 す る ことをGC,GC-MS,
IRな ど によ って確 認 した(第 ユ表)。 これ らの代 謝 物 の うちTCCは この 洗 浄
菌 に よ って 分解 され るこ とが 認 め られ た が,TCHQの 場 合 に は 自然 酸 化 に よ る
分 解 が著 しいた め,そ の 微 生 物 に よ る分 解 は は っき り確 認 され な か った(第2表)。
一 方 ,洗 浄 菌 によ るPCP-14Cの 分解 を調 べ た 結果,PCP-14Cは 急 速 に分 解
され て一 部 は14CO言 に変 化 し,14Cの 一 部 は菌体 に取 込 まれ る と同時 に水 溶 性 の
代 謝 物 と して 蓄 積 す る こ とが 判 明 した(第3表)。 さ らに菌 体 に 取込 ま れ た14C
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は安定な菌体 の構成 々分 と して存在す ることを菌体加水分解物 の ア ミノ酸分析 の
結果か ら明 らか に した。
これ らの 結 果 は ・PCρ が この 菌 に よ って 第 一 の 反 応 を うけ たの ち急 速 に ベ ン
ゼ ン環 の 開 裂 を と もな って代 謝 分解 され る こ とを 示 唆 して い る。 一般 に芳 香 族 化
合 物 が 微 生 物 に よ って ベ ンゼ ン環 の 開裂 を うけ る場 合,ジ ヒ ドロキ シフ ェニ ル化
合 物 の 形成 が必 要 で あ る と され て お り,PCPの 場 合TCCあ る いはTCHQが
そ の開裂 前 の 中 間代 謝 物 で あ る と推 定 した。 そ して,土 壌 中 のPCPも 主 に この
よ うな菌 によ らて分 解 され て お り,土 壌 に残存 す る14Cの 一 部 は菌体 に取 込 まれ
た1℃ や水 溶 性 の 代 謝 物 に由来 して い る もの と推 定 した。





















































































3.PCPを メ チ ル 化 す る 菌 吻 θo面 碗 θγ伽 幌sp.に よ るPCPの 代 謝
前 節 のPCP分 解 菌Psθ%d伽 ・πα8sp.はPCPを 唯 一 の 炭 素 源 と す る 培 地 で 集
積 培 養 して 分 離 さ れ た が,こ の よ う な 集 積 培 養 に よ ら ず 土 壌 を 直 接 グ ル コ ー ス の
代 り にPCPを 加 え た ア ル ブ ミ ン 寒 天 培 地 で 培 養 し た と き,生 育 し て き た 菌 の 中
か らPCPを メ チ ル 化 し て 不 活 性 化 す る 菌 が 分 離 さ れ た 。 こ の 菌 は 通 常 の 肉 汁 培
地 で よ く 生 育 す る が,Ps甜d・ 脚%αssp.の よ う にPCPを 炭 素 源 と し て 利 用 せ ず,
そ の 菌 学 的 諸 性 質 か ら 吻 ・・bα・島 γ伽 悦sp.と 同 定 さ れ た 。PCPを 加 え た 肉 汁 培
地 で こ の 菌 を 培 養 す る と ノ 培 養 液 中 にPCPの メ チ ル エ ー テ ル,pentachloro-
anisole(PCA)が 蓄 積 す る(第3図)。
ま た,こ の 菌 の 洗 浄 菌 とPCPを 無 機 塩 溶 液 中 で 培 養.し た 場 合 に は,PCAと
同 時 にtetrachlorocatecholのdimythyleもher(TCCDM)お よ びtetrachloro-
hy{lroqulnoneのdimethylether(TCHQDM)が 生 成 す る こ と をGC,GC-MS,
IRに よ っ て 確 認 し た 。 さ ら に,こ れ ら の 代 謝 物 の 生 成 経 路 に っ い て 検 討 し た 結
果,PCPは ま ず オ ル ト と パ ラ 位 を 水 酸 化 さ れ てtetrachlorocatecho1(TCC)
お よ びtetrachlorohydroquinone(TCHQ)に 変 化 し,っ い で こ れ ら の 化 合 物 の
2個 の 水 酸 基 が 順 次 メ チ ル 化 さ れ,そ れ ぞ れ2-methoxytetrachlorophenoLす な
わ ちTCCのmonolnethylether(TCCMM),お よ び4-methoxytetraehk)rophe-
nol,す な わ ちTCHQのmonomethylether(TCHQMM),を 経 てTCCDMお よ
びTCHQDMに 変 わ る こ と を 明 ら か に し た(第4表)。
一 方
,こ の 代 謝 に お け る メ チ ル 化 と 水 酸 化 で は 反 応 に 対 す る 至 適pHが 異 な る
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こ と,ま た,肉 汁 エ キ ス,100
ペ プ トン,酵 母 エ キ スの 添
加 は メ チル 化 の速 度 を著 し
.く増 大 させ る こ とが 認 め ら
バ
れ,PCPを 加 え た 肉 汁 培 聾
地 で この 菌 を培 養 した場 合 窟50
岳PCAのみ しか 検 出 され な8
い の は この両 者 の影 響 によ ぎ
る もの と推 定 した。
さ らに,こ の 菌 の メチ ル
化 馳 の 化 合 物 に対 して調o
べ た結 果,こ の 菌 はPCP
以 外 の 種 々の ク ロ ロ フ.エノ 第3図
一ル 類 を0一 メ チ ル化 して




肉 汁 培 地 中 に お け る 吻 ・・肱 記 艀 舳糀s函 に.
よ るPCP(1ppm)の メ チ ノレ化
,ク ロ ロ チ オ フ ェ ノ ー ル 類 も5噸 一 メ チ ル
化 し て ク ロ ロ チ オ ア ニ ソ ー ル に 変 え る こ と を 明 ら か に し た(第5表)。



























































第5表PCPメ チ ル 化 菌 吻 ・σうασ房 γ露%sp.に よ るPCP関 連 化 合 物 の メ チ
ル 化









































4.酵 素 レベ ルに お け るPCPの メチ ル 化反 応 機 構
PCPを は じめ い くっ か の農 薬 の 微 生物 に よ る メ チ ル化 が 他 に も認 め られ て い
るが,そ の 反 応 機構 は推 定 され て い るの み で証 明 され た例 は 見 なか った 。 そ こで,
PCPを メ チ ル化 す る菌 吻 ・・うα碗 帥 協呪sp.の 無細 胞 抽 出液 を用 いて 酵 素 レベ ル
でPCPの メ チ ル化 反 応 機 構 を検 討 した。 この 無細 胞 抽 出液 の 存 在 下 でrnethio一
ヨト　
nilleD・.TP,Mgそ してPCPを 反応 させ た と き反 応 液 中 にPCAの 生成 が
認 め られ,こ の メチ ル化 は生 物 的 メ チル化 反 応 と して よ く知 られ るS-adenosyl-
methionine(SAM)の 関 与 す る メ チル基 転 移 酵 素 に よ って い る こ1「が 示 唆 され
た(第6表)。 そ こで,SAMの メ チル基 を14C標 識 したSAM-methyl♂4Cと
PCPを 無 細 胞 抽 出液 の 存 在 下 で 反 応 させ た結 果,生 成 したPCAに 放 射 能 が 認
め られ,こ の 無細 胞 揺 出液 中 にSAMの メチ ル基 をPCPに 転 移 させ る酵 素 の存
　
在 が 証 明 さ れ た 。 こ の 酵 素 は 熱 に 安 定 で,反 応 に はMgの よ う な2価 金 属 イ オ
ン を 要 求 セ ず,っ 一・chloromercuribenzoate(PCMB)や く1'一ethylmaleirnide(E
MDに よ っC阻 筈 さ れ,さ ら に メ チ ル 基 受 容 体 と して1価,2価 の ク ロ ロ フ ェ
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ノ ール 類 ばか りで な く,ク ロ ロチオ フェ ノール類 を も利 用 す る こ とが認 め られ た 。
これ らの結 果 か ら,分 離 菌 吻60δ αo紹 幅魏sp・ によ る メ チル化 反 応 は ε一adeno-
sylmethionineを メ チル基 供 与 体 とす るメ チ ル基転 移 酵 素 に よ る もの で あ る こと
が 明 らか とな った(第4図)。 また,こ の メ チ ル基 転移 酵 素 は反 応 にM9+† を要 求
しな い こ とか ら,よ く知 られて い る カ テ コ ール ー0一 メチ ル基 転 移 酵 素 とは異 な
る タ イプ の広 い基 質特 異 性 を も った メ チ ル基 転 移酵 素 で あ る と推 定 した 。



















第7表8-adenosylmethionineの メ チ ル 基 をPcPに 転 移 す る酵 素 の 基 質 特 異 性































































第'4図.PCPメ チ ル 化 菌 吻 σ・6αc島 γ舳 物sp.に よ るPCPの メ チ ル 化
反 応 機 構
5.PCPの 代 謝 経 路
本研 究 で 明 らか に した これ らの 結果 と,
よ って 明 らか に され て い る結 果 を も とに,
解 代 謝 過程 を 示 したの が 第5図 で あ る。
これ までに他で土壌あ るいは微生物 に















































O本 研究で明 らか に した経路
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皿 要 約
1.畑 地条 件 に お け る土 壌 中 のPCPの 消 失 は微生 物 の関 与 す る分解 で あ り、・ こ
の分 解 は主 に速 やか な ベ ンゼ ン環 の開 裂 を と もな う好 気 的 な 酸 化分 解 で あ る こ
とを 明 らか に した 。
2.PCPをC源 と して 利 用 す る菌P8θ 幅o伽%α8sp.を 土 壌 か ら分離 し,こ の 菌
に ょ ってPCPは まず オ ル トとパ ラ位 を水 酸 化 され,そ の後 ベ ンゼ ン環 の 開 裂
を と もな って 急 速 に代 謝 され る とい う分解 経 路 を提 起 した 。
3.PCPを メチ ル化 す る菌Mア ω∂σ・∫爾 脚sp.を 土壌 か ら分 離 した。 この 菌 は同 時
にPCPの オ ル トとパ ラ位 を水 酸化 し,さ らに生 成 した2価 フェ ノー ルも メ チ
ル化 す る こ とを 明 らか に し,新 しいPCPの 代謝 経 路 を提 起 した。
4.吻ooδ αo紹γ協惚sp.に よ るPCPの メチ ル化 は従来 か らよ く知 られ て い る生
物 的 メ チル化 反 応機 構 の一 種 で8-adenosylmethionineを メ チ ル基供 与 体 とす
る メ チル基 転 移 酵 素 の 関与 す る反 応 で あ る こ とを 証 明 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 研 究 は,ま ず畑 地 条件 下 に お け るPCP(PentachlorophenoD分 解 につ いて 検 討 し,好 気
性 微 生 物 の 関 与 す る 反 応 で あ ろ う と推 定 した。 つ い で14Cで 標 識 したPCPの 急速 な消 失 が 認 め
られ,90%消 失 した 時 点 で35%は14CO2と して 回 収 さ れ る こ とか ら,土 壌 中 に はPCPの 核 開 裂
を 行 いCO2に まで 分 解 す る微 生 物 が 存 在 す る こと を推 定 した。
この 推 定 を 確 証 す るた 吟,PCPを 唯 一 の炭 素 源 とす る培 地 を用 い て,PCP分 解 菌 の単 離,同
定 を行 い,Pseudomonas属 菌を 得,こ の 菌 を 用 い てPCPの 分解 経 路 に つ い て 検 討 を加 え た。菌
培 養 液 か ら は何 等 の 中 間 代 謝 物 を 得 る こ と が で きなか った。 しか し,濃 厚 な 菌 懸 濁 液 を 用 い て の
実 験 で はPCPは ほ ゴ化 学 量 論的 にCO2とC1一 にま で 完 全 分 解 さ れ,中 間 代 謝 産 物 と してtetra-
chlorocatechol(TCC)お よ びtetrachlorohydroquinone(TCHQ)が 生 成 す る こ とを,㏄,㏄
一一MSお よ びIRに よ って確 認 した 。 また ,こ れ ら化 合 物 の 生 成 と消 失 の時 間 経 過 と,別 に行 っ
た これ ら化 合物 の代 謝 性 か ら,こ れ ら化合 物 が 中間 代 謝化 合 物 で あ る こ と を裏 付 け た。 さ らに
PCPの 炭 素 の一 部 は菌体 構 成 に 使 用 され る こ とを14C-PCPを 用 いて 明 らか に した。
他方,PCPア ル ブ ミン寒天 培 地 を 用 い て,PCPを メ チ ル 化 して 無 毒 化 す る菌 を単 離 し,
Mycobacterium属 菌 と同定 した 。該 菌 の 懸 濁 液 を用 いて,PCPか らpentachloroanisole,TCC
のdimethyletherお よ びTCHQのdilnethyletherが 生 成 す る こ と をGC,GC-MS,IRに よ
って 確 認 した 。 さ ら に,こ れ らの 化 合 物 の生 成 経 路 につ い て検 討 した 結 果,PCPは ま す オ ル トと
パ ラ位 の 水酸 基 を水 酸 化 され て π℃Cお よ びT℃HQに 変 化 し,こ れ らの 化 合 物 の二 個 の 水 酸 基 が
順 次 メチ ル化 され て(モ ノ メ チ ル化 合 物 を経 て)ジ メ チ ル 化 合 物 に 至 る こ とを 証 明 した 。
つ い で 上記 メ チ ル化 反 応 の機 構 につ いて も検 討 し,S-adenosylmethionineを メ チ ル 供 与 体
とす る メチ ル基 転移 機 構 が 存 在 す る こ と,こ の機 構(酵 素 系)の メチ ル 基 受 容 体 と な り う る物 質
の特 異 性 は か な り巾広 い こ と等 を 明 らか に した。
以 上 の研 究 は 農学 博士 の称 号 を授 与 す るに 価 す る もの と判 断 した 。
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